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研究成果の概要（和文）：活性化受容体DNAM-1は、腫瘍に発現している膜型ポリオウイルスレ
セプター(poliovirus receptor: PVR)と結合し、発がんに対する免疫監視を行っている。一方、腫瘍
が産生する可溶型PVRは、膜型PVRのアンタゴニストとして機能し、DNAM-1による免疫監視か
らの逃避に関与していた。このことより、可溶型PVRを分子標的とすることで、免疫逃避を阻害
し、本来生体が有する腫瘍免疫監視機構を増強する新規がん治療法が開発できる可能性が考えら
れた。 
 
研究成果の概要（英文）：An activated immune receptor, DNAM-1, on T cells and NK cells binds to 
membrane-type poliovirus receptor (PVR) expressed on tumor cells, resulting in the immune 
surveillance against carcinogenesis. On the other hand, we found that the soluble PVR produced from 
tumor cells was involved in the escape from immune surveillance by DNAM-1. These results suggest 
that the soluble PVR can potentially be a target for novel cancer therapy that inhibit an immune escape, 
enhancing tumor immune surveillance by DNAM-1 
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１．研究開始当初の背景 
(1)膜型ポリオウイルスレセプターを標的と
した免疫監視： 
 がんの発症には免疫監視と免疫逃避のバ
ランスが重要であると考えられている。しか
し、その分子メカニズムの全貌はいまだ明ら
かではない。 
 DNAM-1 は T 細胞や NK 細胞などの免疫
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細胞に発現する活性化受容体である。私達
は、DNAM-1 のリガンドがポリオウイルス
レセプター(poliovirus receptor: PVR)である
ことを同定した。さらに、私達は、DNAM-1
が腫瘍に発現する膜型 PVR を標的として
発がんに対する免疫監視を行っていること
を明らかにした。 
 
(2)バリアントの可溶型ポリオウイルスレセ
プターの存在： 
 PVR にはバリアントの可溶型も存在する。
可溶型PVRもDNAM-1と結合することから、
可溶型 PVR と膜型 PVR が DNAM-1 の結合に
おいて競合するものと考えられた。 
 このことから、私達は、可溶型 PVR は、膜
型 PVR が DNAM-1 と結合するのを阻害し、
その結果として腫瘍の免疫逃避に関与して
いるとの仮説をたてた。 
 
２．研究の目的 
ポリオウイルスレセプター (PVR)の 2つの形、
膜型 PVR と可溶型 PVR に着目して、がんの
発症に重要だと考えられている「免疫監視」
と「免疫逃避」の分子メカニズムを明らかに
し、本来生体が有している腫瘍免疫監視機構
を増強させることでがんを治す新規治療法
開発の可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
(1) 膜型 PVR と DNAM-1 の結合による細胞
傷害活性の亢進の検討 
①増殖アッセイ 
 CD8+ T 細胞と、膜型 PVR を強制発現させ
たトランスフェクタント腫瘍株およびコン
トロール Mock 腫瘍株を共培養し、CD8+ T 細
胞の増殖を BrdU の取り込みで観察した。 
②IFN-γの測定 
 上記アッセイ系にて、培養上清中に産生さ
れた IFN-γの濃度を ELISA にて測定した。 
③CD107a 発現解析 
 細胞傷害活性の指標として、CD8+ T 細胞の
膜表面に出てきた CD107a の発現量を、フロ
フローサイトメトリーを用いて測定した。 
 
(2) 可溶型 PVR 産生腫瘍株の樹立 
①可溶型 PVR 産生腫瘍株の作製 
 可溶型 PVR 遺伝子をレトロウイルスベク
ターに組み込み、可溶型 PVR を含むレトロウ
イルスを得た。このレトロウイルスを MethA
腫瘍株に感染させることで、MethA 腫瘍株に
可溶型 PVR 遺伝子を導入して、恒常的に可溶
型 PVRを産生するMethA腫瘍株を樹立した。 
②膜型 PVR の発現解析 
 樹立した可溶型 PVR産生腫瘍株とMock腫
瘍株の膜型 PVR の発現量をフローサイトメ
トリーを用いて解析した。 
③可溶型 PVR の測定 ELISA 系の確立 
 私達が樹立した PVR 特異的抗体産生ハイ
ブリドーマより特異抗体を精製し、これを用
いて、可溶型 PVR測定ELISA系を確立した。
なお、標準物には、私達が作製したリコンビ
ナント可溶型 PVR を用いた。 
④可溶型 PVR の測定 
 上記にように樹立した可溶型 PVR 産生腫
瘍株の培養上清中の可溶型 PVR を、上記のよ
うに確立した ELISA 系を用いて測定した。 
⑤増殖アッセイ 
 樹立した可溶型 PVR 産生腫瘍株とコント
ロールとなる Mock 腫瘍株との増殖速度を
BrdU の取り込みにて測定した。 
 
(3) 可溶型 PVR による免疫逃避の検討 
①SCID マウスにおける観察 
 免疫監視が存在しない環境下では、樹立し
た可溶型 PVR 産生腫瘍株とコントロールと
なる Mock 腫瘍株の生体内増殖速度が異なら
ないことを確認するために、両者を SCID マ
ウスに移入して、腫瘍の増大速度とマウスの
生存率を観察した。 
②野生型マウスにおける観察 
 免疫監視が存在する野生型マウスに、樹立
した可溶型 PVR 産生腫瘍株とコントロール
となる Mock 腫瘍株を移入して、腫瘍の増大
速度とマウスの生存率を観察し、比較検討し
た。 
③DNAM-1 遺伝子欠損マウスにおける観察 
 DNAM-1 による免疫監視が存在しない
DNAM-1 遺伝子欠損マウスに、樹立した可溶
型 PVR 産生腫瘍株とコントロールとなる
Mock 腫瘍株を移入して、腫瘍の増大速度と
マウスの生存率を観察し、比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 膜型 PVR と DNAM-1 の結合による細胞
傷害活性の亢進の検討 
①増殖アッセイ 
 膜型 PVR を強制発現させたトランスフェ
クタント腫瘍株と共培養した CD8+ T 細胞の
方が、コントロール Mock 腫瘍株と共培養し
た CD8+ T 細胞よりも増殖速度が速かった。
このことから、標的細胞に発現する膜型 PVR
が、CD8+ T 細胞の増殖を誘導することが示さ
れた。 
②IFN-γの測定 
 膜型 PVR を強制発現させたトランスフェ
クタント腫瘍株と共培養した CD8+ T 細胞の
方が、コントロール Mock 腫瘍株と共培養し
たCD8+ T細胞よりも IFN-γ産生が増強してい
た。このことから、標的細胞に発現する膜型
PVR が、CD8+ T 細胞の IFN-γ産生を誘導する
ことが示された。IFN-γ産生は、活性化 CD8+ T
細胞から産生されることが知られており、
CD8+ T 細胞の細胞傷害活性ともよく相関す
ることから、標的細胞に発現する膜型 PVR
が、CD8+ T 細胞を活性化しているものと考え
られた。 
③CD107a 発現解析 
 膜型 PVR を強制発現させたトランスフェ
クタント腫瘍株と共培養した CD8+ T 細胞の
方が、コントロール Mock 腫瘍株と共培養し
たCD8+ T細胞よりもCD107a発現が増強して
いた。CD107a は、CD8+ T 細胞が標的細胞を
殺傷するために顆粒を放出する際に膜表面
に露出することから、CD107a の発現量は細
胞傷害活性の指標となる。したがって、本結
果から、標的細胞に発現する膜型 PVR が、
CD8+ T 細胞の細胞傷害活性を誘導している
ことが明らかとなった。 
 
(2) 可溶型 PVR 産生腫瘍株の樹立 
①可溶型 PVR 産生腫瘍株の作製 
 可溶型 PVR 遺伝子をレトロウイルスベク
ターに組み込み、MethA に導入して、恒常的
に可溶型 PVR を産生する MethA 腫瘍株を樹
立した。樹立した腫瘍株の性質については、
以下のように確認した。 
②膜型 PVR の発現解析 
 樹立した可溶型 PVR産生腫瘍株とMock腫
瘍株の膜型 PVR の発現量を、フローサイトメ
トリーを用いて解析し、両者とも膜型 PVR
を発現しており、その発現量は両者で差がな
いことを確認した。 
③可溶型 PVR の測定 ELISA 系の確立 
 私達が作製した標準物と抗 PVR 特異的抗
体を用いて、可溶型 PVR の測定 ELISA 系を
確立した。 
④可溶型 PVR の測定 
 樹立した可溶型 PVR 産生腫瘍株の培養上
清およびコントロールの Mock 腫瘍株培養上
清中に含有される可溶型 PVR を、上記のよう
に確立した ELISA 系を用いて測定し、樹立し
た腫瘍株が可溶型 PVR を産生していること
を確認した。また、コントロールの Mock 腫
瘍株が可溶型 PVR を産生していないことも
確認した。 
⑤増殖アッセイ 
 樹立した可溶型 PVR 産生腫瘍株とコント
ロールとなる Mock 腫瘍株との増殖速度を
BrdU の取り込みにて測定し、in vitro の培養
系においては、両者の増殖速度に差がないこ
とを確認した。 
 
(3) 可溶型 PVR による免疫逃避の検討 
①SCID マウスにおける観察 
 SCID マウスに可溶型 PVR 産生腫瘍株とコ
ントロールとなる Mock 腫瘍株を移入して、
その増殖速度とマウスの生存率を観察した
結果、両者に差を認めなかった。このことに
より、免疫監視が存在しない環境下では、両
腫瘍株に増殖速度や悪性度に差がないこと
が確認され、以下の解析に適した材料である
と考えた。 
②野生型マウスにおける観察 
 免疫監視が存在する野生型マウスに、樹立
した可溶型 PVR 産生腫瘍株とコントロール
となる Mock 腫瘍株を移入して、腫瘍の増大
速度とマウスの生存率を観察した。その結果、
Mock 腫瘍株は全匹において拒絶されたが、
可溶型 PVR を産生する腫瘍株は、免疫監視下
にもかかわらず、全匹において腫瘍が拒絶さ
れずに、急速に増大することが観察された。
また、Mock 腫瘍株を移入したマウスに死亡
するものはいなかったが、可溶型 PVR を移入
したマウスでは全匹が 200 日以内に死亡した。
このことより、可溶型 PVR を産生することで、
腫瘍が免疫監視から逃避して増大すること
が示された。 
③DNAM-1 遺伝子欠損マウスにおける観察 
 DNAM-1 による免疫監視が存在しない
DNAM-1 遺伝子欠損マウスに、樹立した可溶
型 PVR 産生腫瘍株とコントロールとなる
Mock 腫瘍株を移入して、腫瘍の増大速度と
マウスの生存率を観察した結果、両腫瘍株と
も全匹において拒絶されず､腫瘍が増大した。
また、両者とも 200 日以内に全匹のマウスが
死亡した。腫瘍の発現時期、増大速度、マウ
スの生存率は、可溶型 PVR 産生腫瘍株移入群
と Mock 腫瘍株移入群において差を認めなか
った。このことより、(2)の実験系において、
Mock 腫瘍株が野生型マウスに拒絶されたの
は、Mock 腫瘍株が発現している膜型 PVR が
DNAM-1 による免疫監視の標的になってい
るためであったと考えられた。一方、(2)の実
験結果より、可溶型 PVR は膜型 PVR を発現
しているにもかかわらず DNAM-1 の免疫監
視から逃避できることが示されたので、可溶
型 PVR が DNAM-1 の免疫監視からの逃避に
重要な役割を担っていることが明らかとな
った。 
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